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(54) Verwendung depletorisch oder mitogen wirkender Antikorper gegen CD3/TCR in der 
Immuntherapie 



(57) Die vorliegende Erfindung bezieht sich aul die 
Verwendung von einem Oder mehreren IgG AntikOrpern 
in der Immuntherapie, wobei der oder die Antikorper 
immer dann Zielzellen effizient eliminieren, wenn er 
oder sie gegen Antigene auf vorzugsweise einer Zell- 
oberfiache gerichtet ist oder sind und im wesentlichen 
mit den Fcy-Rezeptoren I, II und III zu interagieren ver- 
mag/vermogen. Des weiteren bezieht sich die vorlie- 
gende Erfindung auf die Verwendung eines oder 
mehrerer IgG Antikfirper mit Spezrfttat fur Signal-uber- 
tragende Molekule auf Zelloberflachen, die im wesentli- 
chen ausschlieRlich mit dem hoch-affinen Fcy- 
Rezeptoren II und III interagieren und im wesentlichen 
die Zellen aktivieren und ihre Teilung in Gang setzen. 
Einbezogen in die vorliegende Erfindung ist auch die 
Verwendung eines oder mehrerer Antikorper gegen 
mindestens einen Fcy-Rezeptor in der Immuntherapie, 
wobei in Gegenwart des oder der genannten Antikfirper 
eine vorwiegend eliminatorische Aktivitat eines entspre- 
chenden IgG Antikdrpers in eine vorwiegend aktivie- 
rende Aktivitat umgewandelt wird. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf 
die Verwendung von einem oder mehreren IgG Antikor- 
pern in der Immuntherapie, wobei der oder die Antikor- 
per immer dann Zielzellen effizient eliminieren, wenn er 
oder sie gegen Antigene auf vorzugsweise einer Zell- 
oberflache gerichtet ist oder sind und im wesentlichen 
mit den Fcy-Rezeptoren I, II und III zu interagieren ver- 
mag/vermogen. Des weiteren bezieht sich die vorlie- 
gende Erfindung auf die Verwendung eines oder 
mehrerer IgG Antikorper mit Spezifitat fur Signal-uber- 
tragende Molekule auf Zelloberflachen, die im wesentli- 
chen ausschlieBlich mit dem hoch-affinen Fcy- 
Rezeptoren II und III interagieren und im wesentlichen 
die Zellen aktivieren und ihre Teilung in Gang setzen. 
Einbezogen in die vorliegende Erfindung ist auch die 
Verwendung eines Oder mehrerer Antikorper gegen 
mindestens einen Fcy-Rezeptor in der Immuntherapie, 
wobei in Gegenwart des oder der genannten Antikorper 
eine vorwiegend eliminatorische Aktivitat eines entspre- 
chenden IgG Antikorpers in eine vorwiegend aktivie- 
rende Aktivitat umgewandelt wird. 
[0002] Es ist bekannt, daB Zellen des adaptiven 
Immunsystems spezifische Molekule uber Rezeptoren 
oder Rezeptorkomplexe erkennen, was wiederum die 
Aktivierung der Zelle zur Folge hat. Ein Beispiel eines 
Rezeptorkomplexes ist der T-Zellrezeptorkomplex 
(TCR/CD3), der fur die Erkennung eines Peptid-Anti- 
gens, des mit Hilfe des sogenannten „major histocom- 
pability complex (MHC) fl auf der Oberflache aller 
kernhaltigen Kc-rperzellen (MHC Klasse I) oder auf 
bestimmten Immunzellen (MHC Klasse II) prasentiert 
wird, verantwortlich ist. Der T-Zellrezeptorkomplex wird 
ausschlieBlich auf der Oberflache von T-Zellen expri- 
miert und besteht aus der Antigen-bindenden Einheit 
(ap- oder yS-Heterodimer), die mit dem CD3 Komplex 
assoziiert ist. Der CD3 Komplex besteht seinerseits aus 
zwei Heterodimeren (CD3yc- und CD3&;-Einhett) und 
dem Q Homodimer (Bentley, GA & Mariuzza, RA 
(1996) Annu Rev Immunol 14:563-590). Das Homodi- 
mer ist uberwiegend fur die Signaltransduktion verant- 
wortlich. (Alberola-lla, J.et al. (1997) Annu Rev Immunol 
15:725-154). 

[0003] Die Stimulierung des TCR/CD3-Komplexes 
fuhrt zur Aktivierung der T-Zelle und nachfolgend zu 
einer Arrtigen-spezrfischen Immunantwort. (Janeway, 
CA, Jr. (1992) Annu Rev Immunol 10:645-674; Weiss, A 
& Uttmann, DR (1994) Cell 67:263-274). 
[0004] Des weiteren ist bekannt, daB die Belegung 
von Signal-ubertragenden Oberflachenmolekuten, 
sogenannte Triggermolekule wie z.B. der TCR/CD3- 
Komplex, mit spezrfischen Antikorpern zur AuslOsung 
eines Aktivierungssignals in der Zielzelle fuhrt. wenn 
FcyR-tragende Effektorzellen fur den initialen Aggrega- 
tionsprozeB des Oberflachenmolekuls anw s nd sind. 
(Kann, EAR et al. (1986) Cell Immunol 98:181-187; 
Hirsch, R. et al. (1989) J Immunol 142:737-743). Anti- 



TCR/CD3- Antikorper konnen so die Interaktion des T- 
Zellrezeptors mit dem MHC-komplexierten Antigen 
nachahmen, wobei die T-Zellen aktiviert und ihre Tei- 
lung (Proliferation) in Gang gesetzt wird. Dieser Effekt 
5 wird als mitogene Aktivitat des Antikorpers bezeichnet. 
[0005] Uberraschenderweise konnten mehrere 
anti-TCR/CD3 IgG Antikorper identifiziert werden, die 
ohne wesentliche mitogene Aktivitat ihre Zielzellen vor- 
wiegend physrkalisch eliminieren (depletorische Aktivi- 
10 tat des Antikorper). In der voliegenden Erfindung konnte 
nun nachgewiesen werden, daB die depletorische Akti- 
viat solcher Antikorper immer dann dominiert, wenn sie 
mit dem gesamten Spektrum der Fey- Rezeptoren, also 
mit den Fcy-Rezeptoren FcyRI, FcyRII und FcyRIII zu 
15 interagieren vermogen. Dagegen dominiert die mito- 
gene Aktivitat solcher Antikorper immer dann, wenn sie 
von diesem Interaktionsmuster abweichen, also nur mit 
den niedrig-affinen Fey- Rezeptoren II und III oder aus- 
schlieBlich mit dem hoch-affinen Fcy-Rezeptor I inter- 
so agieren. Die letztgenannte Situation kann durch die 
Gegenwart von Antikorpern herbeigefuhrt werden, die 
gegen die Ugandenbindungsstelle der niedrig-affinen 
Fcy-Rezeptoren (FcyRII und FcyRIII) gerichtet sind und 
so deren Funktion blockieren. Eine derartige Manipula- 
25 tion fuhrt dazu, daB ursprunglich depletorisch wirkende 
anti-TCR/CD3 IgG Antikorper mitogene Aktivitat auf- 
weisen. 

[0006] Im allgemeinen unterscheidet man die Fc- 
Rezeptoren, d. h. die Fey- und Fee- Rezeptoren in hoch- 

30 affine und niedrig-affine Rezeptoren. Der Begriff hoch- 
affin bedeutet, daB die entsprechenden Rezeptoren 
(Fcy-Rezeptor I und Fc^-Rezeptor I) monomeres 
Immunglobulin stabil, d. h. mit hoher Affinitat binden 
konnen, wahrend die niedrig-affinen Rezeptoren (Fcy- 

35 Rezeptoren II und III und Fcc-Rezeptor II) nur aggre- 
giertes bzw. komplexiertes, d. h. zellgebundenes 
Immunglobulin nachweisbar binden konnen (Daeron, 
M. (1997) Annu. Rev. Immunol. 15:203-234). Afffinrtats- 
bestimmungen der verschiedenen Fc-Rezeptoren fur 

40 Immunglobuline konnen gemaB Hulett M.D. & Hogarth, 
P.M. (1994) Adv. Immunol., 57, 1 - 127 durchgefuhrt 
werden. 

[0007] Wahrend die variablen Abschnitte der leich- 
ten und schweren Ketten eines Antikorpers die Stelle 

45 ausbilden, die an das Antigen bindet, legt der konstante 
Fc-Teil die Klassen bzw. SubklassenzugehSrigkeit 
eines Antikorpers test und verleiht ihnen spezifische 
biologische Eigenschaften. So werden uber den Fc- 
Bereich eines Antikorpers nach dessen Bindung in 

so einem weiteren Schritt sekundare oder Effektor-Funk- 
tionen, wie z.B. die Interaktion mit Fcy-Rezeptoren, ver- 
mrttelt. Die Zugehorigkeit des IgG Antikorpers zu einer 
bestimmten SubWasse ist im Hinblickauf dtese Effektor- 
funktion eine wichtige GroBe (Daeron, M. (1997) Annu. 

55 Rev. Immunol. 15:203-234). Dieser Zusammenhang 
stimmt mit den im Rahmen dieser Erfindung gemachten 
Beobachtungen uberein. 

[0008] Durch die Wahl geeigneter Antikorper bzw. 
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AntikOrpermischungen, die in ihrer Spezrfitat und IgG 
Subklasse eindeutig definiert sind, ist es gemaB der 
vorliegenden Erfindung moglich auf besonders einfache 
Art und Weise eine selektive Immuntherapie zu etablie- 
ren und dabei funklionelle Aktivitaten von Zellpopulatio- s 
nen gezielt zu manipulieren. 

[0009] So kann beispielsweise durch die Wahl der 
geeigneten IgG-Antikorperspezifitat und -subklasse, 
zum einen die depletorische Aktivitat der Antikorper 
genutzt werden. Zum anderen kann man auch auf die 10 
mitogene Aktivitat von entsprechenden AntikOrpern 
zuruckgreifen, wenn das gesamte Immunsystem Oder 
Teile davon aktiviert werden sollen, beispielsweise bei 
der Verstarkung der Hamatopoese bei myelodysplasti- 
schen Erkrankungen. Auf die depletorische Aktivitat des is 
Antikorpers wird vorzugsweise immer dann zuruckge- 
griffen, wenn unerwiinschte Immunreaktionen, wie sie 
z.B. bei klinischen Gewebe- Oder Organtransplantatio- 
nen auftreten, effektiv supprimiert werden sollen. 
[0010] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung 20 
ist daher die Verwendung eines Oder mehrerer IgG- 
AntikOrper in der Immuntherapie beispielsweise fur die 
Herstellung eines Arzneimittels, wobei der oder die 
AntikOrper gegen Antigene auf einer Zelloberflache 
gerichtet sind, im wesentlichen mit den Fcy-Rezeptoren 25 
I, II und III interagieren und eine im wesentlichen deple- 
torische Aktivitat zeigen. Die Oberflachenantigene sind 
ublicherweise fur bestimmte Zellpopulationen bzw. Sub- 
populationen spezrfisch, wie z.B. der TCR/CD3-Kom- 
plex fur die T-Zellen als bevorzugtes Beispiel eines 30 
Signal-ubertragenden Antigens auf der Zelloberflache. 
[0011] Im vorliegenden Beispiel sind das die Anti- 
kOrper 7D6(DSM ACC2382), 17A2(DSM ACC2380) 
und/oder H57-597(DSM ACC2384), welche bei der 
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorgansmen und 35 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 
Braunschweig am 17.12.1998 (7D6 und 17A2) und am 
13.1 .1999 (H57-597) in Form ihrer Hybridome hinterlegt 
wurden. 

[0012] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 40 
Erfindung ist die Verwendung eines Oder mehrerer IgG- 
Antikorper in der Immuntherapie beispielsweise fur die 
Herstellung eines Arzneimittels, wobei der oder die 
AntikOrper im wesentlichen mit den Fcy-Rezeptoren II 
und III oder im wesentlichen mit dem Fcy-Rezeptor I 45 
interagieren und gegen Signal-ubertragende Oberfla- 
chenmolekule, insbesondere gegen den TCR/CD3- 
Komplex, gerichtet sind. Die genannten AntikOrper 
besitzen eine im wesentlichen mitogene Aktivitat und 
sind vorzugsweise die AntikOrper 145-2C11(DSM so 
ACC2378) und/oder KT3(DSM ACC2381), die ebenso 
jeweils am 17.12.1998 bei der DSMZ hinterlegt wurden. 
[0013] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist die Verwendung eines oder mehrerer Anti- 
kOrper gegen mindestens einen Fcy-Rezeptor in der 55 
Immuntherapie, beispielsweis zur Herstellung eines 
Arzneimittels, wobei der oder die genannten AntikOrper 
in Anwesenheit von depletorisch wirkenden AntikOrpern 



eine im wesentlichen mitogene Aktivitat der depleto- 
risch wirkenden IgG- Anti keeper verursachen. Bevor- 
zugte Beispiele von im wesentlichen depletorisch 
wirkenden AntikOrpern sind bereits oben genannt. 
Bevorzugte Antikorper gegen Fcy-Rezeptoren sind Anti- 
kOrper, die gegen die Ligandenbindungsstelle der nied- 
rig-affinen Fcy-Rezeptoren FcyRII und/oder FcyRIII 
gerichtet sind und deren Funktion blockieren. 
[0014] Die eingesetzte Dosis des jeweiligen Anti- 
kOrpers betragt im allgemeinen ca. 0,1 bis ca. 4 
mg/kg/Tag, vorzugsweise ca. 25 mg bis ca. 250 
mg/Patient/Tag. Die iibliche Behandlungsdauer des 
Patienten betragt im allgemeinen ca. 1-9 Tage, vorzugs- 
weise ca. 7-8 Tage. 

[0015] Die Antikorper gemaB der vorliegenden 
Erfindung sind entweder polyklonal oder monoklonal. 
Die Herstellung der Antikorper erfolgt beispielsweise 
nach allgemein bekannten Methoden durch Immunisie- 
ren eines Saugetiers, beispielsweise eines Kaninchens, 
mit beispielsweise den entsprechenden Zellen, die das 
Antigen auf der Oberflache exprimieren, wie z.B. T-Zel- 
len, die den TCR/CD3-Komplex auf ihrer Oberflache 
exprimieren (Howell, DG (1965), Vet. Rec 77:1391- 
1395; Hyde, RM (1967), Adv Appl Microbiol 9:39-67; 
Bailey, JM (1984) The production of antisera. In: Walker 
JM (ed) Methods on Molecular Biology, Vol. 1 Proteins, 
Serten 295-300). Die hier aufgrund einer immunologi- 
schen Reaktion entstandenen polyklonalen Antikorper 
lassen sich anschlieGend nach allgemein bekannten 
Methoden leicht aus dem Blut isolteren und z. B. uber 
Saulenchromatographie reinigen. Monoklonale Antikor- 
per konnen beispielsweise nach der bekannten 
Methode von Kohler & Milstein (KOhler G, & Milstein C. 
(1975). Nature 256:495-497) hergestellt werden. 
[0016] Die mitogene und/oder depletorische Aktivi- 
tat der Antikorper l§Bt sich beispielsweise analog der 
Experimente gemaB Beispiel 1 und 2 der vorliegenden 
Erfindung feststellen. Beispiel 1 der vorliegenden Erfin- 
dung ist ein allgemeines Testsystem zur Beschreibung 
von in vivo mitogenen bzw. depletorischen Aktivitaten 
von AntikOrpern. Die Messung der in vivo mitogenen 
bzw. depletorischen Aktivitaten der verwendeten Anti- 
korper erfolgt uber die Zahl der nachgewiesenen CD4 + 
T-Ze!len (Vermehrung nach Gabe von mitogenen anti- 
TCR/CD3 AntikOrpern und Vermrnderung nach Gabe 
von anti-TCR/CD3 AntikOrpern mit depletorischer Akti- 
vitat). 

[0017] Die folgenden Figuren und Beispiele sollen 
die Erfindung naher erlautern ohne sie zu beschranken: 

Figur 1 ist eine Auf li stung der verwendeten 
monoklonalen anti-TCR/CD3-Antik0rper 
mit ihrer jeweiligen Spezifitat und 
Bezeichnung der jeweiligen IgG-Sub- 
Wasse. 

Rgur 2 zeigt die mitogenen und depletorischen 
Aktivitaten von verschiedenen anti- 
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TCR/CD3-Antik6rpern, die sich in Spezi- 
fitat und IgG-Subklasse unterscheiden. 

Rgur 3 zeigt die Auswirkung der Blockade der 
niedrig-affinen Fcy-Rezeptoren durch 
den Antikorper 2.4G2uk auf die mitogene 
und depletorische Aktivitat der Antikor- 
per 145-2C11 undKT3. 

Figur 4A-C zeigt die Auswirkung en der Blockade der 
niedrig-affinen Fcy-Rezeptoren durch 
den Antikorper 2.4G2uk auf die depleto- 
rische Aktivitat der Antikorper 7D6, 17A2 
und H57-597. 

Figur 5 zeigt schematisch, daB die depletorische 
Oder mitogene Aktivitat von Antikorpern 
gegen Signal-Qbertragende Oberfla- 
chenmolekule durch deren Interaktions- 
muster mit Fcy-Rezeptoren lestgelegt ist. 

Beispiele 
Beispiel 1 

Messung der mitogenen bzw. depletorischen Aktivita- 
ten von verschiedenen Anti-TCR/CD3-Antikorper. 

[0018] Sechs CBA/J-Mause pro Gruppe erhielten 
eine einmalige 400 ug Injektion der Antikorper 145- 
2C1 1, KT3, 7D6, 17A2, H57-597 Oder DNP1 1 (Kontroll- 
Antikorper). An den in Figur 2 angegebenen Tagen wur- 
den die Milzzellen der so behandelten Tiere gewonnen 
und mit einem kauf lichen FITC (Fluorescein- Isothiocya- 
nat) gekoppelten anti-CD4 + -Antikorper im Fluoreszenz- 
aktivierten Zell-Analysator (FACS) untersucht. 
[0019] Hierbei wurde festgestellt, daB die ausge- 
pragte depletorische Aktivitat der Anti-k6rper 7D6, 
17A2 und H57-597 wahrend des Beobachtungszeit- 
raums zu einer kontinuierlichen Elimination von CD4 + - 
Zellen fuhrt (Figur 2). Im Gegensatz dazu ist die deple- 
torische Aktivitat bei den Antikorpern 145-2C11 und 
KT3 weniger stark ausgepragt und induziert statt des- 
sen 48 Stunden nach Antikorpergabe die Proliferation 
von CD4 + -Zellen (mitogene Aktivitat). 



gewonnen und mit einem kauflichen FITC-gekoppelten 
anti-CD4 + -Antikorper im Fluoreszenz-aktivierten Zel- 
lanalysator (FACS) untersucht. 
[0021] Die Versuchsergebnsse zeigen eindeutig, 

5 daB die mitogenen Antikorper 145-2C11 und KT3 aus- 
schlieBlich mit den niedrig-affinen Fcy-Rezeptoren 
irtteragieren und deren Blockade sowohl die depletori- 
schen (24 Stunden nach Antikorpergabe) als auch die 
mitogenen Aktivitaten der beiden Antikorper 48 Stun- 

io den nach Anti-korpergabe vollstandig aufhebt Zur bes- 
seren Vergleichbarkeit sind die Ergebnisse der 
Depletionsexperimente ohne den Fcy-Rezeptor-blockie- 
renden Antikorper 2.4G2uk in Figur 3 mit aufgenom- 
men. 

15 

2. Wirkung auf nicht-mitogene Antikorper 

[0022] In einem weiteren Experiment erhielten 
sechs CBA/J-Mause pro Gruppe eine einmalige Injek- 

20 tion eines Antikorper-Cocktails bestehend aus 400 ^g 
7D6, 17A2, H57-597 Oder DNP11 (Kontroll-Antikorper) 
zusammen mit jeweils 1 ,0 mg des Antikorpers 2.4G2uk. 
Milzzellen der so behandelten Tiere wurden an den 
angegeben Tagen nach Injektion des Antik6rper-Cock- 

25 tails gewonnen und mit einem FITC-gekoppelten anti- 
CD4 + -Antikorper im Fluoreszenz-aktivierten Zell-Analy- 
sator (FACS) untersucht. 

[0023] In diesem Experiment sind die nicht-mitoge- 
nen Antikorper 7D6, 1 7A2 und H57-597 nur noch in der 

30 Lage, den hoch-affinen Fcy-Rezeptor Rl zu rekrutieren. 
Das hat zur Folge, daB die Antikorper unter solchen 
Bedingungen uberwiegend mitogene Aktivitaten vermit- 
teln. Zur besseren Vergleichbarkeit sind die Ergebnisse 
der Depletionsexperimente ohne den Fcy-Rezeptor- 

35 blockierenden Antikorper 2.4G2uk in Figur 4A-C mit 
aufgenommen. 

Patentanspriiche 

40 1 . Verwendung eines Oder mehrerer IgG-ArttikOrper in 
der Immuntherapie, dadurch gekennzeichnet, daB 
der oder die Antikorper gegen Antigene auf einer 
Zelloberflache gerichtet sind, im wesentlichen rrdt 
den Fcy-Rezeptoren I, II und III interagieren und 

45 eine im wesentlichen depletorische Aktivitat zeigen. 



Beispiel 2 

Blockade der niedrig-affinen Fcy-Rezeptoren 

1 . Wirkung auf mitogene Antikorper 

[0020] Sechs CBA/J-Mause pro Gruppe erhielten 
eine einmalige Injektion eine Antikdrper-Cocktails 
bestehend aus 400 \ig 145-2C11, KT3 Oder DNP16 
(Kontroll-Anti-korper) zusammen mit jeweils 1 ,0 mg d s 
Antikorper 2.4G2uk. Die Milzzellen d r so behand (ten 
Tiere wurden an den in Rgur 3 angegeben n Tagen 



2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der oder die Antikorper gegen 
Signal -ubertragende Antigene auf einer Zellober- 

so fiache, insbesondere gegen den TCR/CD3-Kom- 
plex gerichtet sind. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet. daB der Antikorper ausgewahlt ist 

55 aus d m Antikorper 7D6(DSM ACC2382), 
17A2(DSM ACC2380) und/oder H57-597(DSM 
ACC2384). 
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4. Verwendung eines Oder mehrerer IgG-Antikfirper in 
der Immuntherapie, dadurch gekennzeichnet, da8 
der oder die Antikdrper im wesentlichen mit den 
Fcy-Rezeptoren tl und III Oder im wesentlichen mit 
dem Fcy-Rezeptor I interagiert, gegen Signal-uber- 5 
tragende Oberfiachenmolekule, insbesondere 
gegen den TCR/CD3-Komplex, gerichtet sind und 
eine im wesentlichen mitogene Aktivit&t zeigen. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 10 
zeichnet, da 6 der Antikorper ausgewdhlt ist aus 
dem Antik6rper 145-2C11(DSM ACC2378) 
und/oder KT3(DSM ACC2381). 

6. Verwendung eines oder mehrerer Antikorper gegen is 
mindestens einen Fcy-Rezeptor in der Immunthera- 
pie, dadurch gekennzeichnet, da(3 der oder die 
genannten Antikorper in Anwesenheit von im 
wesentlichen depletorisch wirkenden IgG-Antikdr- 
pern eine im wesentlichen mitogene Aktivit&t der 20 
depletorisch wirkenden Antikorper verursachen. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da 6 der oder die genannten Antikorper 
gegen die Ligandenbindungsstelle der Fcy-Rezep- 25 
toren II und/oder III gerichtet sind. 
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Fig. 1 
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